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　　“生体内に見出された種々の微温元素の生機的意
　　義が近年次第に明かにせられ，体内の各種の反感
　　に重要な役割を果しているととが認められるよう
　　になった．。
　　　微量元素の一つたるZnについても，insulinと
　　の関連性bが問題となってより研究者の注口を受
　　け，今日でぽさらにCarbonic　Anhydrase2）・：s），
　　Uricase4），　alkalille　phosph4tase等の構成分の一一
　　部をなしてV・ることが知られ，その酵素作用と密
　　接なつながりを有してV・るものと考えられるに至
　　つている。
　　　Znとalkaline　phosphos亡ase（以下a．　Ph．と
　　記す）との関係についてぽ，C工oetells5）～1エ）により
　　言及び血清a．Ph．ぽZn－Ph．であると報告せら
　　れている。即ちこれ等のa．Ph．ぽ金属一品ド1質
　　に’して，しかもその分子内に2箇の金属元素を有
　　し，その一りぽ水ま准ぽ緩衝液による透折で除か
　　れるが，他の一一りぽKCN液での透折により初め
　　て除かれ，前者ぽMg（Mn，　Co）で，後者ぱZn
s　　であると．述べている。しかし’RQche等i2）によれ
　　ば水，C界pide　1またぽDiethy1－dithiocarbamate
　　で透折したる時ぽ，Znイオンは1何等の賦活性を
も示さないとV・う。
著者等ぽZnの生機的意義に関する研究の一環
として乏の問題を追求し次の実測を行った，
・実験方法
　酸素はAlbersi’・）の方法に從い，豚の腎臓より抽出した
製晶を用いた。
　抽出法＝　新鮮な豚の賢を皮膜及び脂肪を除いて後水洗
し，肉挽器によって系lll挫する。この1kg．当り，純粋の酢
酸エチルとトルオf・一・ル（1：1）の混液100cc　を加え，さら
に50％エタノール12を加える。　4～5日間室’温で充分振
澱後，襲付き濾紙で濾過，短時問で透明な液が得られる。’
これにエタノールを65vo】．一％になるまで加え，撹押し，
数時間放麗後，上清を大：剖｛分除きたる後遠心分清する。沈
澱物を2回エタノr一　IL、1回エーテルにて洗濃する。なお
滋っている残流を眞空乾燥中で強層にし，または30℃に
暖めたる硝子板ヒで素・早く乾燥する。かくして少しく褐色
をおびたa。Phが得られる。
　この製品についてpH　IIII線を検したるに，　pH．9．0にて
最高の活性度を示し他のpHにては殆ど作用を現わさなか
．りた。
　この酵素口幅のスペクトル分析の結渠は次の如くであっ
た。
1）　Scott＆Fischer：　］Biochem．　J．29，104S（1935）．
2）Keilih＆］Mann：　Bjochen．　J．34，1163（1940）．
tt）Meldrum＆Ronghton：J．　Physiol．80，113（1933）．
　　　　き4）Holmberg：Biochem．　J．33，1901（1939）．
5）Cloetens：Enzymologia　6，45（1939）．
6）　　　　，，　　　：　　　　　　　”　　　　　　7，　1　o「　7’（】939），
’7）　　，，　：　NatUTW．27，806（1939）．
8）　Cloetens：　Naturw．　28，，　252　（1940）．
g）　”　：　Biochem．　Z．　307，　352　（1940－41）．
10）　”　，：　”　310，　42　（1941）．
11）　”　：　Arch．　int．　Pharmaeodyn．68，419（1942）．
12）　Roehe，　Thoai　＆　Ro．orer：　Soe．　chim，　Biol．　26，　1047
　　〈194a）．
13）Sebers　u．　Alb碑s二Z．　physiol．　Chem，232，165　q　953）．
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　検，出：Cu，　Fe，　Mg，　Mn，　Si，　B，　Al，　Ag（？），　Ca，　P，
　　　　　Pb，　Cd，　Zn，　Sn，　Cr．
　非楡出：As，　Be，　Bi，　Li，　Mo，　Na（？），　Ni，5b，　Au，　V，
　　　　　Co，　Hg，　W，　Ga，　Zr，　Ti（？），　Ge，　Pt．
　不　　明＝　Ba，　K，　Sr．
　上記のrv’　r：tを蒸溜水に溶解して使用した。全実寸を通し
て，蒸溜水は石英の蒸溜器によって再引したものを用いた。
水解は共風付小三角フラスコ（内容25cc）を用v‘・，反態
液は全て5ccにて行った。
　基　　　型£：　・Na一β一glycerophosphate（10－2M）
　緩衝液：Na－VerQnal－HC1（pH　9．0）
　水解温度：370C
　水解後10％三塩化酢酸2．5cc加え，遠沈後一L清につい
て，P一一測定をBodansky法で行った。
実験成績
　1，酵紫作用に及ぼすMg，　Mn，　Co，　Ni，　Cdl　Zn，の
影響：MgSO．i，　MnSO4，　CoSO．1，　NiSOa，　CdSO，，　ZnSO4の
各種濃度（IO”］～10－7M）を添加した場合の酵素作用を槍
討した結果は，第J図に示される。至適濃度に差は認めら
れるが，何れも賦活作用す有する。Mgが最も強く，次い
でCd，　Mn，　Znである。　Co，　Niは僅少の賦活作用しか有
して＃d’らず，先のスペクトル分析の結果と照合して興味が
ある。
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2）　（Mg十Mn），’　〈Mg＋Co），　（Mg＋Ni），　（Mg十Cd），
（Mg＋Zn）を組合せて添加したる際の酵素作用に及ぼす影
響：　Mgは10－Mの濃度に一定し，こオしにそれぞれ各濃
度のMn，　Co，　Ni，　Cd，　Znを組合せて添加した成績は，第
2図に示される如く，（Mg＋Zn）を添加した場合を除いで
は，何れも瓢g輩独に添加したる場合の賦活作用に及ばず，
またそれぞれのイオンをYE独に添加した時に示される賦活
作用よりも低い。ただ（Mg＋Zn）を添加したる蒔のみが強
い賦活性を示しているのが特異的である。
　この事実よりMg，　Mn，　Cdは何れもa．　Ph，に対し同
様な機構で関係し，從って両者を同時に添加したる時は，
至漉濃度よりも全体としては濃くなり，反って賦活性が弱
まる結果となるのではないかと考えられる。これに反し，．
MgとZnとは実働戌績より，酵素に両者が協力的に働く
ものであるか，或いは酵維製品が，’Mgにより強く賦活さ
れるものとZnにより賦澁されるものとの混合物であるか
の二つが考えられ得る。
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　　第1図Mg，　Mn，　Ni，　Co，　Cd，　Zn添加時
　　　　　　　　の酵素の活性度
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　　　　　　　　第2図
。
　3）酵直川を緩衝液（pH　7．8）にてコロヂオン膜によリ
透折したる後め，金麗イオン添加の山高作用に及1ます影
響：透折は室温において3週間（緩衝液をしばしばとりか
える）行った。しかる後，前述の実験の如く，輩独に加え
た場合及び（Mg十Zn）を添加した際の酵素作用を検したと
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ころ第3図の如き結果を得た。
．透折により酵素の活性度の甚しく低下するを認めた。こ
れにMg，　Mn．?Y加すると著しく活性度を増加せしめる。
（Mg十Zn）・添加Q際に最高の賦活性を示した。L
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　　第3圖緩衝液による透析後の各金属
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　4）上記の酵素をさらにDithizonのCCIiに溶解した
液で振舜後，KCN液（pH　7，0）にて透些したる際の，　Mg，
Zn添加φ酵索作用に及ぼす影響：　緩衝液にて灌折した
酵素を，Dithizoneが最：早緑色のまま変化せざるまで処理
した後，KCN液（pH　7．0）にて2週尚（KCN液をしばし
ばとりかえる）透折して，さらに水によつてKCNを除い
た酵素について，その作川を見たところ，最早水解作用は
認められなかった。　これにMg．を添加しても殆ど賦活性
を示さず，またZnを加えても’同様であった。・しかるに
（Mg＋Zn）を添加する時は，著しい賦活作用を示すことを
認めるこ．とが出來た（第4図）。
　この実瞼結果よb，第2のDithizdn処置後のK．CN透
折によって，酵素がその作用を行うに必要な補酵素が除か
オし，從ってMgのみを加えても賦活されず，第2ゐ透折に・
よって除かれだもの（即ちZnと考えられる）をさらに添
加する．えとにより，初めて活性となることが明かにされた。
　なお先の粗酵素について次の実瞼を行った。
　5）KCN，　NaF添加の酵素作用に及ぼす影響：　10一】
～10『5Mの濃度のKCN，　NaFの添加によって活性度が如
何に変化を來すかについて槍討したところ，第5図に示さ
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るがKCNの方が輯く，10－L’Mで既に90％以上も酵素作
用を低下せしめる。なお10－L，K：CN添加した後Znを添加
する時は，第6図の如ぐまた酵素作用の復活せられること
を認めた。Mgを添加してもこの際は酵素作用は復滑しな
かった。
　6）Dithizonの酵素作用に及1ます影響：Dithizonを
CCI．iに溶解した液と酵素液とを分液漏斗中にて充分振粛
し，赤色になれる液を除く。最早Dithizonの緑色が変化
せざるに至るまで繰返す。［かる後，酵素作用を検した結
果，極めて著しい活性度の低下を歯すを認めた。なおCCI4
による影響を考慮して，CChで処置した後の活性度を嘉し
たるに，軽度の低下を來すのみであった。從って酵素の活
性度の低下は∫Dithizonによるものと見倣すことがljl巡
る。Dithizon処置した酵素は，　Znを添加することによっ
てまた作用が復活することを認めた。
　　　　　　　　　総括並びに考按
　Albers・の方法に基V・て豚の腎より拍出した燐
酸酵索を用い，その酵素作用と金属元素，特にZn
との関連性に就て研究を行った。
　先ずMg，　Mn，　Co，　Ni，　Cd，　Znをそれぞれ1了圭独に添加し
てその影響を検討したところ，Mgが最も強い賦活性を有
することを認めた。他のイオンも，それぞれ賦活性を有し
ているが程度に差があワ，またii醤箇濃度も異なっている。
次の順序で賦活性を有することが認められた。
　Mg　CIOm2－5M）　〉　Cd　OO一　J”M）　〉　Mn（lo－4M）〉　ZnClo“6M）
〉　Co　（10一・4M）　Ni　（lo－3M）
　Ni，　Coの賦滑性は他に比して非常に弱く，また隔年性
を示す濃度の範囲も挾い。
　次にMg．に他のイオンを紺合せて添加した際には，（Mg
十Zn）を除いては何れもMg照独に添加した時よりも賦活
性が弱く，それぞれ｝1「｛独に加えた時と同様の賦滑性より示
さず，反ってMgの賦活作用を弱める結果となっている。
ただ（Mg十Zn）を加えた時にはMgを職独に加えた時よ
りも強い賦括性を示すことが認めらオした。この事実より，
使用したa．Ph，が瓢g及びZnの両者をともに必要とす
るものか，或いはMgによって賦活されるものとZnによ
って賦活されるものとの混合物であるかの二つが考えられ
る。從って次にMg，及びZnとよく結合する各濃度の
NaF，　K：CN添加による影響を検討したところ，何れも
10－iMの濃度で完全に酵素作川を阻害することが認めら
れた。しかしKCN添加をしてもZnをさらに添加すると，
酵素は再び作用を呈することも認められたb、
　訳にKCNと同様に，　Znと強く結合するDithizonの
CC14溶液でZnを除去して，後酵素の活性度を測定したと
ころ殆ど酵素作用を呈しなくなることを認めた。なおCCI4
のみの酵素作用に対する影響を槍討した結果では，僅かに
阻害することを認めたに過ぎず，從って酵素作用の自失は
Dithizoneの作用に基ずくものと見倣すことが出來た。
Dithizon処置した酵素はこれにMgを添加しても微少の
賦活性が認められたに過ぎない（このことはMgSOJを分，
析した結果微量のZnの存在を認め，　Mgの添加による微
少の賦活作用はこのZnの影響によるものと思われる）。こ
れに反してZnを添加するii寺には強く酵素作）Hh；復活する
のを認めることが出來た。次いで酵紫をコロヂオン膜にて
3週問，綾衝液で透期した後には，酵素はその活性度を失
い，それに前記の金属イオンを添加した結果では，Mgに
よって最も趣く賦活されることが認められた。他のイオン
もそれぞれ賦活性を示すがMgのそれには及ばなかった。
しかし漉折荊の酵素に対するよりは賦活性が増加している
ことが認められ，た。　さらにZn＋Mgを添加したところ，
Mg心魂よ1）も強い賦滑性を示した。この栄枯によつて，
MgまたはMn（Co，　Niは分光分析の結果存：在しない）が
除かオし，そのため酵素が活性を失うものと考えられる。
　この邉約したものをさらにDjthizon’処置し，　KCN液
（pH　7．0）で2週間透折して後，　KCNを除いてから酵素作
用を検したところ活性を示さず，これにMgを添加しても
殆ど影響なく，またZnのみを加えても酵素作用は認めら
れなかった。しかしMg及びZnの両者を添加することに
より酵素作用の復活す∫るを認めることが出來た。
　二って前記の成績より，使用したa．Ph．がMg
を補酵素とするものと，Znを補畔素とするもの
との二つの混合物とぽ考えられす，MgとZnと
をともに必要とする酵素であると考えられる。即
ち若し混合物とするならば，KCN添加或ぽ
Dithizon処置で，　Znを必要とする酵素ぽ阻害さ
れてもMg添加によって，　Mgにより旧く賦活さ
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れる酵素ぱ当然作用を発揮すべきであり，また．二
回目の透折後におV・ても当然Mgのみを必要する
方の酵素が作川を復活する筈であるのに，これ．に
Zhも同時に添加しなければ復：活しなV・という事
実tj　p混合物なりとする老えを否定する。從って
．大榔分ぽMg．及びZnの両者を補酵素とするa．
Ph．であると思われる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（闘召和29．　2．　11受付「）
Summary
　　　　Experiments　on　the　interrelationship　between　alkaline　phosphatase　extracted　from
pig　kidney，　using　Albers　method　and　metal　ions，　especially　Zn，　was　conducted　as　one
of　a　series　of　stTidies　on　the　biological　significance　of　trace　elements．
　　　　The　results　obtained　were　as　follows：
　　　　1）　When　Mg，　Mri，　Co，　Ni，　Cd　and　Zn　of　a　10－i－10”’M．　concentration　were　added，
the　enzymes　were　activated　to　a　greater　extent　by　Mg　than　by　others，　But　when
（Mg十Zn），　（Mg十Co），　（Mg十Ni）．　and　（Mg十Cd）　were　added，　（Mg十Zn）　addition　showed　the
highest　activation　while　the　others　lowered　the　enzymic　action　shown　when　Mg　was
added　singly．
　　　　2）　The　enzymic　action　was　inhibited　by　a　KCN　addition　or　when　the　dithizone
procedure　was　applied．
　　　　3）　The　same　inhibitory　action　was　checked　by　a　Zn　addition．
　　　　4）　Enzyme　i　dialysed　with　veronal　buffer　solution　showed　only　a　slight　activity，　brkt
was　activated　by　the　addition　of　the　above　mentioned　metal　ions，　especially　Mg　and
（Mg十Zn）．　The　（Mg十Zn）　addition　showed　the　highest　activity．
　　　　5）　After　dialysis　w・ith’　veronal　buffer，　the　enzyme　dialysed　furthen　with　KCN　Solution
showed　but　a　slight．　activitY．　ln　．this　case　an　Mg　addition　had　no　effect　on　the　en7．yme　’
activity　and　Zn　likewise　had　no　effect．　And　，only　when　a　simultaneous　addition’was
made，　did　the　enzyme　recover　its　hydrolytic　ability．
　　　　6）　After　dialysis　with　KCN　solution　alone，　the　enzymic　action　decreased　rapidly，　but
was　restored　，by　a　Zn　addition．　From　the　above　redults　it　is　concluded　that　the　enzyme
．extrac．ted　fro皿pig　kidney　is　a　phosphatase　which　has　Zn　in　addition　to　Mg．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Feb．　11，　1954）
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